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La pharmacocine´tique e´tudie le devenir du me´dicament dans l’organisme. Les principaux
tests pour de´tecter l’existence d’un effet ge`ne sur un parame`tre pharmacocine´tique dans
les mode`les non line´aires a` effets mixtes sont i) un test de Wald sur les coefficients estime´s
par le mode`le avec la covariable ge´ne´tique et ii) un test du rapport de vraisemblance
(LRT) entre les mode`les avec et sans la covariable. Nous avons e´value´ le test de Wald et
le LRT par une e´tude de simulation inspire´e de donne´es re´elles en utilisant l’algorithme
d’estimation exact SAEM. Nous avons aussi e´value´ la correction par simulation et son
alternative non-parame´trique : le test de permutation. Sur de petits e´chantillons avec des
groupes de´se´quilibre´s, on observe une inflation de l’erreur de type I des tests asympto-
tiques commune´ment employe´s. La correction par permutation semble approprie´e lorsque
l’algorithme d’estimation ne pose pas de limites en termes de convergence et/ou de temps
de calcul.
Mots-cle´s :
Pharmacoge´ne´tique, Pharmacocine´tique, Ge´ne´tique, Mode`les non line´aires a` effets mixtes,
SAEM, Tests, Permutations
Pharmacokinetics studies the time course of a drug in the body. The two tests mainly used
in nonlinear mixed effect models to detect a gene effect on a pharmacokinetic parameter
are i) a Wald test to assess whether estimates for the gene effect are significant and ii)
a likelihood ratio test (LRT) between the model with and without the covariate. We
assessed the Wald test and the LRT through a simulation study inspired from real data
using an exact estimation algorithm, SAEM. We also compared the correction by means
of simulations and its non parametric alternative, the permutation test. On data sets
with few patients and unbalanced genotypes, we observe inflated type I error for the
mostly used tests. A correction method is thus required. The permutation of the vector
of genotypes seems appropriate as long as the estimation algorithm ensures reasonable
computing times and/or no numerical difficulties.
Keywords:
Pharmacogenetics, Pharmacokinetics, Genetics, Nonlinear mixed effects models, SAEM,
Tests, Permutations
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Introduction
La pharmacocine´tique (PK) e´tudie le devenir du me´dicament dans l’organisme au cours
du temps. L’utilisation des mode`les non line´aires a` effets mixtes (MNLEM) pour l’analyse
de donne´es PK permet d’inte´grer la connaissance a priori sur la PK du me´dicament et
de quantifier la variabilite´ interindividuelle pour un nombre restreint de pre´le`vements
par patient. La pharmacoge´ne´tique e´tudie la relation entre cette variabilite´ interindi-
viduelle et les polymorphismes ge´ne´tiques des prote´ines implique´es dans les me´canismes
d’absorption, de transport et de me´tabolisme du me´dicament. Les deux principaux tests
utilise´s aujourd’hui dans les MNLEM permettant de de´tecter l’existence d’un effet ge`ne
sur un parame`tre PK sont i) un test de Wald sur les coefficients estime´s par le mode`le avec
la covariable ge´ne´tique comme par exemple dans l’article de Li et al. (2007) et ii) un test
du rapport de vraisemblance (LRT) entre les mode`les avec et sans la covariable comme
par exemple dans l’e´tude de Yamasaki et al. (2008). Dans ce travail nous utilisons une
approche d’estimation par maximum de vraisemblance et celle-ci n’ayant pas d’expression
analytique dans les MNLEM, nous utilisons l’algorithme Stochastic Approximation Ex-
pectation Maximization (SAEM) de´veloppe´ par Kuhn et Lavielle (2005). Cet algorithme
utilise les me´thodes MCMC et une version stochastique de l’algorithme EM pour es-
timer les parame`tres du MLMEM par maximum de vraisemblance. Apre`s cette e´tape
d’estimation, la vraisemblance est approxime´e par e´chantillonnage pre´fe´rentiel comme
de´crit par Samson et al. (2007) et les erreurs d’estimation sont obtenues par line´arisation
du mode`le autour de l’espe´rance conditionnelle des parame`tres individuels.
Ce travail est motive´ par l’analyse des donne´es de la sous-e´tude PK sur l’indinavir
re´alise´e chez 40 patients infecte´s par le VIH-1 na¨ıfs de traitement et recevant de l’indinavir
plus du ritonavir dans l’essai COPHAR2-ANRS 111 pre´sente´ dans l’article de Duval et
al. (2008). Pour l’e´tude PK, re´alise´e apre`s quinze jours de traitement, quatre pre´le`vements
ont e´te´ recueillis a` 1, 3, 6 et 12h apre`s administration. Les patients ont aussi e´te´ ge´notype´s
pour 5 polymorphismes : ABCB1 exon 26 et 21, CYP3A5*3, CYP3A5*6 et CYPA4*1B.
Objectifs
Nos objectifs sont d’e´valuer le test de Wald et le LRT pour la de´tection d’un effet ge`ne
sur un parame`tre PK, de de´terminer la place du test de permutation dans ce contexte et
d’appliquer nos conclusions a` l’analyse des donne´es d’indinavir.
Etude de simulation
Nous avons e´value´ le test de Wald et le LRT en termes d’erreur de type I et de puissance
par une e´tude de simulation inspire´e des donne´es re´elles. Les parame`tres du mode`le
MNLEM simule´ sont issus d’une analyse pre´liminaire des donne´es re´elles de´crite dans
l’article de Bertrand et al. (2008). La distribution et l’effet des polymorphismes simule´s
sur un des parame`res du mode`le sont inspire´s des exons 26 et 21 du ge`ne ABCB1, soit
pour l’exon 26 : 25% d’homozygotes sauvages, 50% d’he´te´rozygotes et 25% d’homozygotes
mutants. Sous l’hypothe`se nulle d’absence d’effet ge´ne´tique (H0), 1000 jeux de donne´es
ont e´te´ simule´s avec N=40 sujets et n=4 pre´le`vements comme dans l’essai, puis 1000 jeux
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de donne´es ont e´te´ simule´s avec un plan d’expe´rience proche de conditions asymptotiques
de N=200 sujets et n=4 pre´le`vements. Sous l’hypothe`se alternative d’un effet ge´ne´tique
(H1), 1000 jeux de donne´es ont e´te´ simule´s avec N=40 sujets et n=4 pre´le`vements.
Chaque jeu de donne´es est analyse´ avec l’algorithme SAEM imple´mente´ dans le logiciel
MONOLIX 2.1. La convergence de l’algorithme est observe´e sur tous les jeux de donne´es
e´tudie´s. On observe pour le test de Wald et le LRT sur le plan d’expe´rience avec 40 sujets
des erreurs de type I le´ge`rement augmente´es valant respectivement 8.9 et 7.6%. Cette
inflation disparaˆıt sur le plan d’expe´rience avec 200 sujets, on observe alors des erreurs
de type I de respectivement 5.1 et 5.9%.
Afin de revenir a` un seuil nominal de 5%, l’approche par permutation, dont une
pre´sentation synthe´tique peut eˆtre trouve´e dans le livre de Manly (1998), repre´sente une
alternative robuste a` la correction base´e sur des simulations sous H0 d’apre`s un mode`le.
Pour e´valuer cette alternative, nous avons analyse´ 200 jeux de donne´es sous H0 puis 200
jeux de donne´es sous H1 pour le design a` 40 patients. Sur l’ensemble des 200 jeux de
donne´es, l’erreur de type I et la puissance du test de Wald et du LRT sont de´termine´es
d’une part en se re´fe`rant a` la loi the´orique, d’autre part en utilisant un seuil de signi-
ficativite´ de´termine´ par simulation ou par permutation. Pour le test de permutation, sur
chacun des 200 jeux de donne´es de l’e´tude le vecteur d’observations original est associe´ a`
1000 permutations ale´atoires du vecteur de ge´notypes puis le test est re´alise´ sur ces 1000
combinaisons ainsi que sur la combinaison originale.
Pour 200 jeux de donne´es, l’intervalle de pre´diction a` 95% correspondant a` un seuil
nominal de 5% est [2%–8%]. Les erreurs de type I estime´es pour le test de Wald et le
LRT sont de 5 et 6.5% pour l’approche de simulation et de 6 et 7%, respectivement pour
l’approche par permutation. Pour les deux tests, les puissances corrige´es par simulation
ou par permutation sont e´quivalentes et d’environ 70%.
Application aux donne´es re´elles
La cine´tique de l’indinavir dans l’essai COPHAR2-ANRS 111 a e´te´ analyse´e avec un
mode`le a` un compartiment d’absorption et d’e´limination d’ordre 1. La construction du
mode`le de covariables a e´te´ re´alise´e par LRT avec une e´tape de se´lection ascendante
suivie d’une se´lection descendante. Pour corriger l’inflation de l’erreur de type I du LRT
observe´e lors de l’e´tude de simulation, les valeurs de p lors de la se´lection descendante ont
e´te´ corrige´es par permutation. Dans cette e´tude, la constante d’absorption de l’indinavir
est diminue´e de 70% chez les patients homozygotes mutants pour le polymorphisme du
CYP3A4 (p=0.04).
Conclusion
Les MNLEM sont des outils adapte´s a` l’analyse des e´tudes pharmacoge´ne´tiques qui sont
re´alise´es sur des patients ou` peu de pre´le`vements peuvent eˆtre recueillis. L’algorithme
SAEM permet d’e´viter la line´arisation du mode`le et d’obtenir rapidement des estimations.
Sur des e´chantillons de peu de patients avec une re´partition de´se´quilibre´e des ge´notypes,
on observe une inflation de l’erreur de type I des tests asymptotiques commune´ment
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employe´s. Il est ne´cessaire alors d’employer une me´thode de correction et l’approche par
permutation du vecteur des donne´es ge´ne´tiques semble une bonne solution, applicable
lorsque l’algorithme d’estimation ne pose pas de limites en termes de convergence et/ou
de temps de calcul.
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